201712.01140v1 


chinaXiv 


* 338: 


doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2015.03.05 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ, 2015, 35(3): 338-342 


基础 研究 


miR-223 在 肾 透 明细 胞 癌 中 的 表达 与 功能 


牛 少 晓 , 马 铭 , 张 瑜 , 巩 会 术 , 高 宇 , 李 新 涛 , 沈 东 来 , 王 雷 , 姚 远 新 , 张 旭 


中 国人 民 解 放 军 总 医院 光 尿 外 科 // 中 国人 民 解 放 军 总 医院 肾脏 疾病 国家 重点 实验 


丛 室 ,北京 100853 


0 目的 探讨 miR-223 在 肾 透 明细 胞 癌 中 的 表达 与 功能 。 方 法 用 real-time RT-PCR 法 检测 miR-223 在 肾 透 


秀明 细胞 癌 组 织 和 


瘤 旁 组 织 中 的 表达 以 及 细胞 系 中 miR-223 的 表达 量 。 用 transwell 迁 移 实验 和 划 痕 实验 测 转 染 miR-223 模 拟 物 的 786-O 细 胞 的 


迁徙 能 力 ,MTS 法 测 其 增殖 情况 ,流失 细胞 仪 分 析 其 细胞 周 


期 。 并 用 SPSS 统 计 软 件 分 析 其 临床 数据 与 miR-223 表达 量 的 关 


系 。 结 果 miR-223 在 肾 透 明细 胞 癌 组 织 和 细胞 系 中 的 表达 量 高 


照 组 (P=0.006) ,细胞 周期 显示 实验 组 细胞 G1 期 减少 ,S 
起 着 促进 
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局 J 
表达 量 与 肿瘤 的 大 小 有 关 ,肿瘤 直径 大 于 4 cm 的 肿瘤 miR-223 表达 量 升 高 (P=0,0028)。 
transwell 细胞 迁移 数 比 对 照 组 多 (P<0.0001) , 划 痕 实验 显示 实验 组 愈合 
期 细胞 增加 ,提示 处 于 增殖 的 细胞 数 多 (P<0.05)。 结 论 miR-223 可 能 
肾 透 明细 胞 癌 发 生发 展 的 作用 ,可 能 是 抗 肾 透明 细胞 癌 治疗 的 新 的 抗 癌 靶 标 。 


瘤 旁 组 织 和 正常 肾 小 管 上 皮 细 胞 (P=0.0003) ,其 miR-223 的 
转 染 miR-223 模拟 物 的 786-O 细胞 


能 力 比 对 照 组 快 ,增殖 实验 表明 实验 组 增殖 速度 快 于 对 


Expression of miR-223 in clear cell renal cell carcinoma and its significance 
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Abstract: Objective To investigate the expression of miR-223 in clear cell renal cell carcinoma (ccRcc) and its clinical 
implications. Methods Quantitative real-time PCR was employed to detect the levels of miR- 223 expression in ccRcc, 
pair-matched adjacent normal tissues and different renal cancer cell lines. Transwell migration essay and wound healing essay 
were used to evaluate the invasion and migration of renal cancer 786-O cells transfected with miR-223 mimics. MTT essay was 
Used to measure the cell proliferation, and the cell cycle changes following the transfection were analyzed with flow cytometry. 
Results Compared with the normal tissues, the cancer samples showed up-regulated miR-223 expression, which was 
associated with tumor size. In 786-O cell cultures, transfection with miR-223 mimics significantly enhanced cell migration (P< 
0.0001) and growth (P=0.006) and induced G1 cell cycle arrest. Conclusion miR-223 promotes renal cancer cell migration and 
proliferation and may serve as a potential therapeutic target for ccRcc. 
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肾 细 胞 癌 是 起 源 于 肾 实质 泌尿 小 管 上 皮 系 统 的 恶 
性 肿瘤 ,又 称 肾 癌 , 占 成 人 恶性 肿瘤 的 2%~3%, 占 肾脏 恶 
性 肿瘤 的 80 多 ~90% ,在 泌尿 外 科 肿 瘤 中 , 仅 次 于 膀胱 
癌 。 男 女 患 者 发 病 率 比例 约 为 1.83:1; 城 市 地 区 是 农村 
地 区 发 病 率 的 4.31 倍 ,发 病 年 龄 可 见于 各 个 年 龄 段 ,高 发 
年 龄 50~70 岁 。 肾 透明 细胞 癌 是 肾 癌 中 最 常见 的 一 种 分 
型 , 约 占 89.6%"。 肾 透明 细胞 癌 的 主要 治疗 方式 为 手术 
治疗 ,多 对 放 化 疗 均 不 敏感 ,近年 来 用 于 临床 的 靶 癌 药物 
Ol apiend 
发 展 的 机 制 尚未 完全 明确 =。 因 此 ,寻找 一 个 有 效 的 生物 
标记 物 用 于 临床 早期 诊断 ,风险 评估 ,预后 评估 等 十 分 必要 。 
近年 来 对 microRNA(miRNA) 的 研究 越 来 越 深 入 
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许多 研究 表明 miRNA 在 细胞 发 育 \ 代 谢 \ 细 胞 衰老 及 死 
亡 等 重大 事件 中 有 着 重要 的 作用 。 过 去 十 几 年 的 研究 
发 现 大 量 的 miRNA 介 导 肿 瘤 的 发 生 和 发 展 ,譬如 
miR146a 可 能 抑制 结肠 癌 细 胞 的 增殖 ,miR216-a 在 胰 
腺 癌 的 发 生发 展 中 可 能 起 着 重要 作用 等 处 。 所 以 挖掘 
miRNA 和 肾 透 明细 胞 癌 的 关系 有 重要 意义 。 

成 熟 的 miRNA 是 不 编码 蛋白 的 单 链 小 RNA ,通常 
由 22 个 左右 的 碱 基 组 成 ,通过 完全 或 不 完全 地 结合 
基因 的 mRNA3'UTR(3 端 非 编码 区 ) ,从 而 抑制 靶 基 因 
的 翻译 或 使 mRNA 降解 ,属于 转录 后 调控 机 制 的 重要 
组 成 部 分 。miRNA 成 熟 过 程 较为 复杂 ,由 基因 转录 生成 
的 pri-miRNA 在 Drosha 酶 的 作用 下 生成 pre-miRNA， 
经 核 孔 复合 体 到 达 细 胞 质 , 在 Dicer 酶 的 作用 下 形成 成 
熟 的 miRNA 并 加 入 RISC 复 合 物 , 发 挥 其 生物 学 作用 2” 。 

查阅 文献 发 现 miR-223 在 免疫 系统 中 有 着 突出 作 
用 ,和 炎症 、 感 染 及 肿瘤 的 关系 密切 ”。 已 报道 的 
miR-223 和 乳腺 癌 、 食 管 癌 、 和 肝 细 胞 癌 等 有 着 密切 关 
系 ””, 但 在 肾 透 明细 胞 癌 中 的 表达 情况 及 机 制 还 不 明 


201712.01140v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ 2015, 35(3): 338-342 ”339 ， 


确 。 因 此 ,我 们 将 研究 miR-223 在 肾 透 明细 胞 癌 中 的 表 
达 及 功能 ,探索 其 在 临床 中 的 作用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 肿瘤 组 织 与 瘤 旁 组 织 

收集 2013 年 1 月 -2013 年 12 月 在 解放 军 总 医院 行 
肾 癌 根治 术 的 肾 癌 患者 的 肾 透 明细 胞 癌 临 床 组 织 标本 
及 其 正常 瘤 旁 组 织 46 例 , 吡 邻 瘤 旁 组 织 距 肿瘤 至 少 
5 cm, 标 本 摘 取 获 得 病人 知情 同意 ,并 经 过 严格 病理 科 
标本 验证 和 伦理 委员 会 的 批准 。 
1.2 细胞 培养 及 转 染 

人 源 肾 透明 细胞 癌 786-O、Caki-1、 Sn12-pm6、 
ACHN 细胞 系 及 正常 人 近 段 肾 小 管 上 皮 细 胞 系 HKC 均 
购买 于 协和 细胞 库 , 用 含 10% 胎 牛 血清 的 PRMI 1640 
或 DMEM 培 养 基 培养 , 37 % ,5% CO, 培 养 , 待 细胞 状 
态 良好 时 用 于 功能 研究 。miR-223 的 模拟 物 和 对 照 物 
购买 于 上 海 吉 玛 公司 ,使 用 invitrogen 公 司 的 jipo2000 
转 染 试剂 ,miR-223 终 浓度 为 50 nmol/L,6 h 后 使 用 普 
通 培养 基 换 液 , 规 定时 间 收 细胞 。 
1.3 RNA 提 取 及 逆转 

根据 康 为 CW0581 RNA 提取 试剂 盒 说 明 书 ,提取 
肿瘤 组 织 及 瘤 旁 组织 及 细胞 系 的 总 RNA, 并 使 用 
Thermo NANO DROP1000 紫 外 分 光 光 度 计 测量 其 浓 
度 。 取 100 ng 总 RNA,Stem-loop RT 引物 0.5 由, 天 根 
逆转 录 试 剂 5x First-strand Buffer 2 ul, TIANScript 
M-MLYV 0.25 jl,dNTP 混合 物 0.25 nl1,Takara RNA 酶 
抑制 剂 0.25 由 ,DEPC 水 补足 10 由 体系 , 按 以 下 程序 逆 
转 :16%x30 min;42 %x45 min;85 %Cx5 min。 
1.4 real-time RT-PCR 

采用 Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master 
Mix (2X) 的 染料 法 在 ABI 7500 平 台 上 开展 荧光 定量 
PCR ,试剂 为 transgene AQ131-03 试 剂 盒 , 按 以 下 体系 : 
mix 10 jl,50xROX DYE II 0.4 岂 , 无 菌 去 离子 水 7.6 hl， 
引物 1 pl, 底 物 模 板 1 nl, 按 以 下 扩 增 程序 :95 % 30 s， 
95 % 5 s,60 % 34 s, 循 环 重复 第 2,3 步 , 共 40~45 次 ,第 
3 步 采 集 信号 ,引物 第 1 次 使 用 时 ,增加 融 解 曲线 ,检测 
引物 的 特异 性 , 洲 解 曲线 程序 :95 % 60 s,55 %C 10 s， 
55 %10 s。 循 环 重复 第 3 步 , 每 次 循环 时 温度 +0.5 %C， 
共 81 次 ,第 3 步 采集 信号 。 每 组 实验 设置 3 个 复 孔 。 
1.5 transwell 迁移 实验 

将 转 染 后 48p 的 细胞 用 无 血清 培养 基 重 悬 , 取 
100 由 细胞 悬 液 用 无 血清 培养 基 稀 释 10 倍 , 载 玻 片 细胞 
计数 , 取 细 胞 悬 液 加 入 transwell 小 室 (细胞 数 约 1x105) ， 
24 和 孔 板 下 室 加 入 5%FBS 培 养 基 ,培养 6h 后 用 棉签 取出 
上 室 的 细胞 ,风干 20 min, 用 结晶 紫 染 色 20 min, 水 洗 3 
遍 , 显 微 镜 下 取 5 个 视野 拍照 计数 。 以 转 染 模 拟 物 的 
786-O 为 实验 组 ,NC 序列 及 空白 组 为 阴性 对 照 组 ,该 实 


验 重 复 3 次 。 
1.6 体外 划 痕 念 合 实验 

用 无 菌 100 由 检 头 在 长 满 细胞 的 6 孔 板 垂直 划 痕 ， 
PBS 洗 细胞 3 次 ,去 除 划 痕 脱落 的 细胞 ,加 入 “无 血清 培 
养 基 ,37 % ,5% CO, 培 养 箱 培养 培养 ,在 0,8,24,32h 显 
微 镜 下 拍照 。 以 转 染 模 拟 物 的 786-O 为 实验 组 ,NC 序 
列 及 空白 组 为 阴性 对 照 组 ,该 实验 重复 3 次 。 
1.7 细胞 增殖 实验 

将 转 染 miR-223 模 拟 物 和 NC 对 照 组 以 及 空 细 胞 
均匀 的 铺 在 96 孔 版 ,计数 每 也 约 1x10' 个 细胞 , 设 定 3 个 复 
空 ,用 MTS 发 分 别 在 0,24,48,72,96 h 测 定 细胞 数量 。 
1.8 细胞 周期 实验 

按照 BD 公司 Cycle TEST PLUS DNA Reagent kit 
说 明 书 ,用 FACSC Calibur 流 失 细 胞 分 析 测 细胞 周期 ， 
该 实验 重复 3 次 。 
1.9 统计 学 处 理 

采用 SPSS19.0 对 数据 进行 统计 ,数据 以 均 数 + 标准 
差 表 示 , 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 miR-223 在 肿瘤 组 织 中 高 表达 

为 检测 miR-223 在 组 织 中 的 表达 情况 ,我 们 测量 了 
46 例 肾 透 明细 胞 癌 组 织 及 其 毗邻 瘤 旁 组 织 中 的 
miR-223 的 表达 量 , 以 U6 作为 内 参 , 结 果 显 示 瘤 旁 组 织 
miR-223 相对 表达 量 为 0.014+0.002, 肾 透明 细胞 癌 组 
织 的 miR-223 相对 表达 量 为 0.094+0.020(P=0.0003)， 
miR-223 在 肾 透 明细 胞 癌 中 表达 量 较 瘤 旁 组 织 高 。 
2.2 mir-223 在 肾 透 明细 胞 癌 细 胞 系 中 高 表达 

为 检测 miR-223 在 肾 透 明细 胞 癌 细 胞 系 中 的 表达 
情况 ,我 们 选取 了 四 珠 肾 透 明细 胞 癌 的 细胞 系 及 正常 肾 
小 管 上 皮 细 胞 HKC, 以 U6 作为 内 参 ,用 real-timeRT- 
PCR 法 测定 了 五 种 细胞 系 中 miR-223 的 相对 表达 量 。 
结果 显示 Caki-1 及 ACHN 细胞 系 中 miR-223 的 相对 表 
达 量 高 于 786-O 及 Sn12-pm6 细胞 系 ,正常 人 近 段 肾 小 
管 上 皮 细 胞 系 HKC 中 miR-223 相对 表达 量 最 低 ,表明 
miR-223 在 肾 透 明细 胞 癌 细 胞 系 中 的 表达 量 高 于 正常 
肾 小 管 上 皮 细 胞 ,并 且 转 移 性 肾 透 明细 胞 癌 细胞 中 高 于 
非 转 移 的 凤 透 明细 胞 癌 细 胞 (图 1)。 
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图 1 miR-223 在 细胞 中 的 相对 表达 量 


Fig.1 Relative expression of miR-223 in different cell lines. 
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2.3 miR-223 可 促进 肿瘤 细胞 迁移 及 transwell 迁移 实验 测定 其 迁移 能 力 。 发 现 转 染 


为 研究 miR-223 对 肿瘤 迁移 能 力 的 影响 ,用 瞬时 转 ”miR-223 模 拟 物 的 786-O 细胞 组 迁移 能 力 明 显 快 于 阴 
染 miR-223 模 拟 物 的 786-O 细胞 为 实验 组 , 转 染 NC 的 ” 性 对 照 组 ,miR-223 有 促进 ,肿瘤 细胞 迁移 的 作用 (P< 
786-O 细 胞 以 及 空白 对 照 为 阴性 对 照 组 ,体外 划 痕 实验 。 ”0.0001, 图 2)。 
miR-223 


Negative control Untreates 


miR-223 Untreates 


* 有 于 


TD 
Se 
C 
150 图 2 miR-223 能 促进 786-O 细 胞 的 迁移 
Fig.2 miR-223 enhanced the migration of 786-O cells. A: 
100) The wound closure was photographed at different time 


points (0.8.24.32 h after scraping). In 786-O cells miR-223 

_ over-expressing significantly increased a number of 

50, viable cells. B: 786-O cells transfected with miR-223 

gained more invasion capacity than cells transfected with 

negative control (NC) or nothing. C: The number of 

0, , invasive cells in three groups are shown in bars. Data are 
miR-223 Negative control Untreates presented as the Mean+SD. *P<0.05. 


Invasion cell number 
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2.4 miR-223 促 进 肿瘤 细胞 的 增殖 

为 了 分 析 miR-223 对 肾 透 明细 胞 癌 增 殖 作用 的 影 
响 , 以 转 染 miR-223 模 拟 物 的 786-O 细 胞 为 实验 组 ,NC 
模拟 物 的 786-O 细胞 以 及 未 经 过 处 理 的 786-O 细 胞 为 
对 照 组 ,用 MTS 法 测定 细胞 增殖 情况 ,发现 过 表达 
miR-223 能 促进 细胞 增殖 (P=0.006, 图 3)。 
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图 3 miR-223 显 著 促 进 786-O 细 胞 增殖 
Fig.3 miR-223 significantly enhanced the proliferation 
of 786-O cells. 
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究 显示 多 数 miRNA 在 肾 癌 中 的 表达 上 调 或 者 下 调 。 这 
种 miRNA 的 异常 调节 导致 的 细胞 效应 是 多 种 多 样 的 ， 
常常 导致 肾 瘤 的 一 些 典型 特征 。 如 在 缺 氧 诱导 机 制 中 ， 
miR-17-5P 和 miR-224 共同 作用 于 缺 氧 诱导 因子 la 
(HEF1lw 和 Von Hippel-Landau(VHL), 引 起 这 两 个 在 肾 
癌 发 生 中 起 关键 作用 的 基因 沉默 ,研究 显示 ,在 所 有 肾 
癌 患 者 中 ,VHL 缺 失 接近 70%"”"。 有 学 者 发 现 miR-199a 
在 肾 癌 中 表达 下 调 , 并 与 原 发 肿瘤 温润 程度 、 复 发 及 预 


60 
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2.5 miR-223 对 肿瘤 细胞 周期 的 影响 
为 了 分 析 miR-223 对 肾 透 明细 胞 癌 细 胞 周期 的 影 
响 , 用 流 式 细胞 仪 分 析 转 染 miR-223 模 拟 物 的 786-O 细 
胞 ,NC 模 拟 物 的 786-O 细 胞 以 及 未 经 过 处 理 的 786-O 
细胞 ,结果 显示 转 染 miR-223 模 拟 物 的 实验 组 相对 于 对 
照 组 而 言 ,G1 期 细胞 数 较 少 ,S 期 细胞 数 增加 ,显示 其 处 
于 增殖 期 细胞 多 于 对 照 组 (P<0.05, 图 4)。 
2.6 miR-223 与 肾 透 明细 胞 癌 患 者 临床 特征 的 关系 
分 析 了 miR-223 与 46 例 肾 透 明细 胞 癌 患 者 的 临床 
特征 的 关系 ,发 现 miR-223 表达 量 与 肿瘤 大 小 有 关 , 肿 
瘤 直径 大 于 4 cm 的 患者 miR-223 表 达 量 高 于 肿瘤 直径 
小 于 4 cm 的 患者 (P=0.0028, 表 1)。 


3 讨论 

肾 透 明细 胞 癌 是 肾 癌 中 最 常见 的 一 种 分 型 , 约 占 
89.6%。 肾 透明 细胞 癌 的 主要 治疗 方式 为 手术 治疗 ,多 
对 放 化 疗 均 不 敏感 ,近年 来 用 于 临床 的 靶 向 药物 疗效 有 
限 ,缺乏 有 效 的 肿瘤 标记 物 用 于 早期 诊断 ,目前 肾 透 明 
细胞 癌 的 诊断 和 治疗 有 一 定 的 局 限 性 。 过 去 十 年 的 研 
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图 4 miR-223 对 786-O 细 胞 周期 的 影响 
Fig.4 Effect of miR-223 on cell cycle of 786-O cells. 
*P<0.05 vs control. 


后 不 良 有 关 W"。 可见 , miRNA 和 肾 癌 的 发 生发 展 有 着 
密切 的 关系 。 我 们 的 研究 发 现 miR-223 在 肾 透 明细 胞 
癌 组 织 中 呈 高 表达 ,也 有 其 他 学 者 发 现 miR-223 在 结 织 
肠 瘤 等 其 他 肿瘤 中 也 呈 高 表达 ,并 有 促 瘤 的 作用 呈 。 
Fedra Gottardo 等 学 者 在 早期 的 膀胱 癌 芯 片 中 发 现 了 
miR-223 在 膀胱 癌 组 织 中 比 正常 膀胱 组 织 中 平均 上 调 
1.49 售 "中 。 同 时 我 们 发 现 miR-223 在 肾 透 明细 胞 癌 系 
的 细胞 中 表达 也 比 正常 细胞 系 高 ,可 见 miR-223 有 很 重 
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表 1 46 例 肾 透 明细 胞 癌 患 者 部 分 临床 特征 


Tab.1 Clinical characteristics of the 46 ccRcc patients 


Character Patients NO. miR-223 expression BP 
Sex 0.4465 
Male 31 0.1355+0.03119 
Female LS 0.1760+0.04094 
Age 0.3512 
三 60 16 0.1749+0.05005 
<60 30 0.1216+0.03017 
Tumor size 0.0028 
>4cm 21 0.05875+0.01017 
<4 cm 25 0.18340+0.03451 


要 的 促 癌 作用 。 一 篇 关于 miRNA 在 骨髓 生物 学 功能 方 
面 的 作用 的 综述 中 ,Ryan M. O'Connell 等 者 也 发 现 了 
在 急性 白血病 中 ,miR-223 起 着 促 分 化 的 作用 "“。 在 一 
些 其 他 肿瘤 如 胃癌 、 乳 腺 癌 、 胶 质 净 等 的 研究 中 发 现 
miR-223 有 着 促 增殖 和 促 侵 套 的 作用 "*"*" ,我 们 的 体 
外 功能 实验 研究 也 证 实 miR-223 在 肾 透明 细胞 癌 细 胞 
系 中 也 起 着 促 增 殖 及 促 侵 袭 的 作用 。 我 们 同时 对 
mir-223 在 细胞 周期 方面 做 了 研究 ,结果 表明 miR-223 
能 是 细胞 G1 期 缩短 ,S 期 增长 ,使 处 于 增殖 期 的 细胞 增 
多 ,可 以 推测 miR-223 有 可 能 通过 调控 其 下 游 革 基因， 
进而 调控 细胞 增殖 迁移 的 作用 。 可 见 miR-223 在 肾 透 
明细 胞 癌 中 可 能 起 着 重要 的 作用 。 在 比较 46 例 临床 病 
人 的 临床 治疗 中 我 们 发 现 肿瘤 直径 大 于 4 cm 的 患者 比 
小 于 4 cm 的 患者 miR-223 的 表达 量 要 高 很 多 。 由 于 所 
选 病人 多 为 临床 分 期 1.2 期 的 患者 ,我 们 未 对 临床 分 
期 病理 分 级 和 转移 等 资料 进行 分 析 。 这 46 个 病人 均 
为 2013 年 手术 病人 , 肾 癌 患 者 5 年 生存 率 尚 可 ,所 以 本 
人 研究 未 对 生存 分 析 进 行 评 佑 。 综 上 所 述 ,miR-223 在 肾 
透明 细胞 癌 中 可 能 起 着 促进 肿瘤 发 生发 展 的 作用 ,过 表 
达 miR-223 能 促进 细胞 增殖 及 迁移 等 。 但 是 本 研究 有 
一 定 的 局 限 性 ,此 次 研究 的 样本 量 较 少 ,日 不 能 窗 盖 全 
部 人 体 特征 ,功能 实验 局 限 在 体外 ,缺乏 体内 实验 的 支 
持 , 并 且 没 有 对 miR-223 的 下 游 丢 基因 做 研究 。 还 需要 
进一步 的 研究 和 分 析 。 
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